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ABSTRAK 
Senyawa sitotoksik sebanyak 3,1 mg berwarna hijau kecoklatan dan titik leleh 130-135 oC telah 
diisolasi dari fraksi etil asetat daun kratom (Mitragyna speciosa Korth.). Analisis sitotosik 
terhadap sel kanker payudara T47D menunjukan senyawa tersebut tergolong dalam sitotoksik 
moderat dengan nilai IC50 161,67 µg/mL. Karakterisasi senyawa sitotoksik menggunakan 
spektrofotometri Uv-Vis memberikan serapan maksimum pada panjang gelombang 284, 308, 
dan 318 nm yang menunjukan adanya transisi elektronik π→π*, n→σ*, dan n→π*. Data Uv-Vis 
menunjukan adanya kromofor C=O dan C=C. Analisis IR menunjukan serapan –OH (3226-3029 
cm-1), C=C aromatik (1557-1474 cm-1), C=O (1738 cm-1), C-O (1233 dan 1043 cm-1). Analisis 
1H-NMR (CDCl3, 500 MHz) menunjukan δH 3,30-3,80 ppm (glukosa), δH 4,91 ppm (1H, d, J= 
10,5 Hz, H-1’’), δH 6,88 ppm (1H, d, J=8,0 Hz, H-5’), δH (1H, d, J=9,0 Hz, H-6’) dan δH 7,68 
ppm (1H, br). Berdasarkan hasil analisis Uv-Vis, IR, 1H-NMR serta uji metabolit sekunder 
diprediksi senyawa sitotoksik merupakan kuersetin-3-O-β-glukopiranosida. 
 
Kata Kunci : kratom, kanker payudara, sitotoksik, sel T47D
 
 
PENDAHULUAN 
     Kanker payudara merupakan salah satu penyakit yang terjadi karena kerusakan DNA akibat 
paparan radiasi yang berlebihan sehingga menyebabkan terjadinya mutasi genetik (Torosian, 
2002). Berbagai jenis pengobatan terhadap kanker payudara sudah banyak dilakukan, salah 
satunya melalui pembedahan dan kemoterapi. Namun dilihat dari efek samping yang 
ditimbulkan dari pengobatan tersebut mengakibatkan jenis pengobatan ini masih tergolong 
kurang efektif. Penelitian mengenai tanaman obat sebagai alternatif dalam pengobatan saat ini 
sudah berkembang pesat. Penelitian tersebut sebagian besar mencakup efek farmakologis 
seperti antikanker. Kemampuan tanaman obat sebagai antikanker umumnya karena 
mengandung senyawa yang memiliki efek sitotoksik (Nurani, 2012). 
Daun kratom (Mitragyna speciosa Korth.) merupakan tumbuhan yang mengandung senyawa 
alkaloid Mitragynine yang diketahui memiliki efek sitotoksik yang tinggi terhadap penyakit 
parkinson (Saidin, 2008). Senyawa ini mampu berperan sebagai antiproliferatif terhadap 
eritroleukimia dan kanker usus besar (Goh dkk., 2014). Analisis metabolit sekunder terhadap 
daun kratom diketahui mengandung sebagian besar senyawa alkaloid, termasuk beberapa 
senyawa metabolit sekunder lainnya seperti flavonoid, terpenoid, saponin, polifenol, dan 
berbagai glikosida (Cinosi dkk., 2015). 
Berdasarkan uraian diatas, mengingat efek sitotoksik yang tinggi dari daun kratom, maka 
besar kemungkinan daun kratom berpotensi sebagai agen antikanker payudara T47D. 
Penelitian senyawa sitotoksik dari daun kratom (Mitragyna speciosa Korth.) sebagai agen 
antikanker payudara T47D sampai saat ini belum ditemukan publikasinya, sehingga perlu 
dilakukan pencarian senyawa sitotoksik dari daun kratom sebagai agen antikanker payudara 
T47D. 
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METODOLOGI PENELITIAN 
Alat dan Bahan 
Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini adalah peralatan glass, botol semprot, botol vial 
dan metro, bulp, blender, chamber KLT, corong pisah,neraca analitik, rotary evaporator, 
seperangkat alat kolom, lampu Uv 254 nm dan 366 nm, spektrofotometer Uv-Vis (UV-1800 
series Shimadzu), spektrometer infra merah (VARIAN), dan spektrometer NMR (JEOL) (CDCl3, 
500 MHz). Bahan-bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah akuades, etanol, etil asetat, 
metanol, n-heksana, diklorometana, pereaksi Dragendorff, pereaksi Liebermann-Burchard, 
pereaksi serium (IV) sulfat 3% (b/v), pereaksi besi (III) klorida 1% (b/v), plat silika gel 60 F254, 
silika gel 60 (70-230 mesh; 230-400 mesh), plat kaca silika gel PF254, dan daun kratom. 
 
Prosedur Kerja 
Ekstraksi dan partisi 
Sampel daun kratom yang telah halus ditimbang sebanyak 2 Kg. Sampel selanjutnya 
dimaserasi menggunakan pelarut metanol selama  24 jam dan 48 jam. Ekstrak metanol yang 
diperoleh tersebut kemudian dipekatkan menggunakan alat rotary evaporator. Ekstrak kental 
metanol yang diperoleh dipartisi secara bergradien menggunakan pelarut n-heksana, 
diklorometana dan etil asetat yang kemudian masing-masing fraksi tersebut dipekatkan kembali 
menggunakan alat rotary evaporator. 
 
Uji metabolit sekunder 
Uji metabolit sekunder dilakukan terhadap fraksi etil asetat, dimana fraksi tersebut mula-mula 
dilarutkan dalam metanol. Fraksi etil asetat yang telah larut kemudian ditotolkan pada plat KLT 
dan dielusi dengan perbandingan eluen metanol : etil asetat (2:8). Plat KLT yang telah dielusi 
disemprot menggunakan beberapa reagen, diantaranya reagen Dragendorff untuk mendeteksi 
alkaloid, reagen serium (IV) sulfat untuk mendeteksi flavonoid, reagen Liebermann-Burcard 
untuk mendeteksi terpenoid/steroid, reagen FeCl3 1% (b/v) untuk mendeteksi fenolik (Suhaenah 
dan Nuryanti, 2017; Fitrya dkk., 2009). Uji saponin dilakukan dengan menambahkan 5 mL 
akuades ke dalam tabung reaksi berisi fraksi etil asetat yang kemudian dikocok. Adanya 
senyawa saponin ditandai dengan terbentuk busa (Merliana dkk., 2005). 
 
Pemisahan dan pemurnian 
Fraksi etil asetat dianalisis menggunakan plat KLT silika gel 60 F254 untuk mencari eluen 
yang tepat untuk digunakan pada proses pemisahan KVC. Fraksi etil asetat selanjutnya 
diimpregnasi yang kemudian difraksinasi dengan teknik KVC menggunakan fasa diam silika 60 
(230-400 mesh, 50 g). Kolom kemudian dielusi berturut-turut secara bergradien menggunakan 
fasa gerak n-heksana, etil asetat, etil asetat : metanol (8:2), etil asetat : metanol (2:8), dan 
metanol. 
Fraksi gabungan terbaik yang diperoleh dari proses KVC selanjutnya dilakukan pemisahan 
kembali dengan teknik KKG menggunakan fasa diam silika gel 60 (70-230 mesh). Fraksi 
tersebut kemudian dielusi menggunakan eluen etil asetat : DCM (6:4). Eluat gabungan terbaik 
yang diperoleh dari hasil KKG dilakukan pemisahan kembali menggunakan KLT preparatif. 
Eluat tersebut kemudian dielusi menggunakan eluen terbaik yaitu etil asetat : DCM (4:6). Isolat 
yang diperoleh selanjutnya dilajkukan proses rekristalisasi. Isolat terakhir dilakukan uji 
kemurnian menggunakan teknik KLT satu dimensi dan KLT dua dimensi. 
 
Karakterisasi senyawa sitotoksik 
Karakterisasi isolat dilakukan dengan pengukuran titik leleh, analisis menggunakan 
spektrofotometer Uv-Vis, infra merah (IR), serta spektrometer nuclear magnetic resonance 
(NMR). 
 
Uji aktivitas sitotoksik menggunakan metode MTT assay 
Uji sitotoksik ekstrak metanol, fraksi n-heksana, fraksi diklorometana, fraksi etil asetat, dan 
fraksi metanol serta isolat murni dilakukan terhadap sel kanker payudara T47D menggunakan 
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metode MTT Assay. Hasil pengujian ini diperoleh nilai IC50 yang dapat menunjukkan ketoksikan 
dari ekstrak, masing-masing fraksi maupun isolat tersebut. 
 
HASIL DAN PEMBAHASAN 
Ekstraksi dan Partisi 
Serbuk daun kratom sebanyak 2 Kg dimaserasi menggunakan metanol selama 24 jam dan 
48 jam. Maserat yang diperoleh selanjutnya dipekatkan menggunakan rotary evaporator pada 
suhu 35 oC. Adapun ekstrak kental metanol yang diperoleh sebesar 230,03 gram. 
Ekstrak metanol yang diperoleh kemudian dilakukan proses fraksinasi menggunakan metode 
partisi. Proses partisi dilakukan secara bergradien menggunakan pelarut n-heksana, 
diklorometana, dan etil asetat. Hasil dari partisi tersebut diperoleh fraksi n-heksana (8,48 g), 
fraksi diklorometana (60,85 g), fraksi etil asetat (12,84 g) dan fraksi metanol (32,86 g). 
 
Uji Metabolit Sekunder 
Uji metabolit sekunder dilakukan terhadap fraksi etil asetat. Hasil uji tersebut ditunjukan pada 
Tabel 1. 
Tabel 1.  Hasil Uji Metabolit Sekunder Fraksi  Etil Asetat 
 
Senyawa Uji Keterangan 
Alkaloid 
Flavonoid 
Terpenoid 
Steroid 
Fenolik 
Saponin 
Positif 
Positif 
Positif 
Negatif 
Positif 
Positif 
 
Uji Sitotoksik Ekstrak dan Fraksi terhadap Sel Kanker Payudara T47D 
Uji aktivitas sitotoksik terhadap sel kanker payudara T47D dilakukan dengan menggunakan 
metode Microculture Tetrazolium Salt (MTT). Hasil analisis sitotoksik ekstrak dan masing-
masing fraksi dapat dilihat pada Tabel 2. 
 
Tabel 2. Hasil Uji Sitotokasik Ekstrak dan Masing-Masing Fraksi Terhadap Sel   Kanker 
Payudara T47D 
 
Nama Sampel Nilai IC50 (µg/mL) 
Ekstrak Metanol 
Fraksi n-Heksana 
Fraksi Diklorometana 
Fraksi Etil Asetat 
Fraksi Metanol 
275,10 
442,18 
238,34 
179,46 
274,72 
 
Berdasarkan Tabel 2. dapat dilihat bahwa fraksi etil asetat memiliki aktivitas yang lebih tinggi 
dalam menghambat sel kanker payudara T47D. Hal ini ditunjukan dengan nilai IC50 yang lebih 
kecil dari pada ekstrak metanol dan fraksi lainnya. Menurut Prayong et al. (2008) efek toksisitas 
dari suatu senyawa dibagi menjadi tiga kategori, yaitu sitotoksik potensial (IC50 < 100 µg/mL), 
sitotoksik moderat (100 µg/mL < IC50 < 1000 µg/mL) dan tidak toksik (IC50 > 1000 µg/mL). 
Semakin kecil nilai IC50 maka senyawa tersebut semakin toksik. Hasil analisis sitotoksik 
terhadap sel kanker payudara T47D menunjukan baik ekstrak maupun fraksi tergolong dalam 
sitotoksik moderat. 
 
Pemisahan dan Pemurnian 
Pemisahan terhadap senyawa pada fraksi etil asetat dilakukan dengan tahap awal berupa 
analisis menggunakan kromatografi lapis tipis (KLT). Analisis ini bertujuan untuk menentukan 
pelarut yang sesuai untuk digunakan pada tahap pemisahan selanjutnya. Berdasarkan hasil 
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analisis KLT diperoleh pemisahan terbaik terhadap fraksi etil asetat ditunjukan pada 
perbandingan eluen etil asetat : metanol (8:2). 
Pemisahan terhadap fraksi etil asetat selanjutnya dilakukan menggunakan metode 
kromatografi vakum cair (KVC). Berdasarkan pemisahan menggunakan KVC tersebut diperoleh 
fraksi sebanyak 24 fraksi. Masing-masing fraksi tersebut dilakukan analisis KLT gabungan dan 
diperoleh 5 fraksi gabungan. 
 
Tabel 3. Penggabungan Fraksi Hasil KVC 
 
Fraksi Gabungan Berat (g) 
F.E1 (F1-F6) 
F.E2 (F7-F9) 
F.E3 (F10-F13) 
F.E4 (F14-F20) 
F.E5 (F21-F24) 
0,1115 
0,1749 
0,2230 
2,2111 
6,7698 
 
Berdasarkan kuantitas dan pola pemisahan dari fraksi gabungan tersebut, maka dipilih F.E3 
yang dilakukan pemisahan lebih lanjut. Pola pemisahan dari F.E3 ditunjukan pada Gambar 1. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                            (a)         (b) 
Gambar 1.   Kromatogram F.E3 dengan eluen etil asetat : diklorometana (6:4) pada (a) λ = 254 
nm, (b) λ = 366 nm 
 
Pemisahan terhadap F.E3 kemudian dilakukan menggunakan teknik kromatografi kolom 
gravitasi (KKG). Berdasarkan hasil kromatografi kolom gravitasi tersebut diperoleh eluat 
sebanyak 75 eluat yaitu E1 sampai E75. Hasil analisis KLT terhadap eluat hasil KKG 
memperlihatkan pada eluat 3 sampai eluat 9 senyawa berpendar lebih terang dibawah sinar UV 
366 nm. Berdasarkan hasil analisis tersebut, maka dilakukan penggabungan terhadap eluat 
yang kemudian dilakukan pemurnian lebih lanjut melalui teknik KLT preparatif. Berdasarkan 
hasil KLT preparatif tersebut  diperoleh 11 isolat yaitu 1 sampai 11. Namun hasil analisis KLT 
terhadap isolat tersebut menunjukan sebagian besar cenderung belum murni karena masih 
terdapat beberapa spot yang berpendar dibawah UV 366 nm. Sehingga dilakukan pemurnian 
kembali menggunakan teknik rekristalisasi.  
Berdasarkan kuantitas dan jumlah pengotor yang terkandung dalam isolat, maka dipilih isolat 
10 yang dilanjutkan pada tahap rekristalisasi. Hasil rekristalisasi tersebut kemudian dilakukan uji 
kemurnian menggunakan KLT satu dimensi dan KLT dua dimensi. Hasil uji kemurnian tersebut 
menunjukan bahwa isolat cenderung relatif murni hal ini karena pada saat di sinari UV 366 nm 
hanya terdapat satu spot yang berpendar. Isolat yang diperoleh dilakukan identifikasi awal 
berupa uji metabolit sekunder untuk mengetahui jenis senyawa yang diperoleh. Berdasarkan 
hasil identifikasi tersebut menunjukan adanya noda kuning kemerahan setelah penyemprotan 
serium (IV) sulfat dan noda kehitaman setelah penyemprotan FeCl3 yang menandakan positif 
senyawa fenolik. 
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Uji Sitotoksik Isolat 10 
Uji sitotoksik isolat 10 yang dilakukan terhadap sel kanker payudara T47D menunjukan nilai 
IC50 sebesar 161,67 µg/mL. Adapun hasil tersebut dapat dilihat pada Gambar 3.  
 
 
Gambar 3. Grafik viabilitas sel T47D akibat perlakuan sampel isolat 10 
 
Berdasarkan grafik tersebut dapat dilihat semakin tinggi konsentrasi yang digunakan maka 
kematian sel kanker juga semakin tinggi. Hal ini menunjukan bahwa kematian sel kanker T47D 
masih bergantung pada penggunaan konsentrasi isolat. Menurut Widiyantoro dkk., (2013) efek 
sitotoksik juga bergantung dari konsentrasi sampel dimana konsentrasi sempel yang besar 
cenderung dapat meningkatkan efek sitotoksik. Apabila dilihat dari nilai IC50, isolat 10 hanya 
dapat digunakan sebagai kemoprevensi yang dapat mencegah dan mengambat sel kanker 
payudara T47D (Prayong et al., 2008).   
 
Karakterisasi Isolat 10 menggunakan Metode Spektrofotometri 
Karakterisasi isolat 10 berupa pengukuran titik leleh menunjukan isolat memiliki titik leleh 
sebesar 130-135 oC. Berdasarkan pengukuran tersebut dapat dikatakan bahwa isolat 10 masih 
tergolong belum murni karena memiliki titik leleh > 2 oC. Hal ini karena syarat suatu senyawa 
dapat dikatakan murni apabila memiliki titik leleh < 2 oC (Suryelita dkk., 2017).  
Karakterisasi isolat menggunakan spektrofotometer uv-vis 
Hasil analisis spektrofotometri ultraviolat-visibel terhadap isolat 10 diperoleh spektra pada 
Gambar 4. 
 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gambar 4. Spektra ultraviolet-visibel isolat 10 
 
Berdasarkan spektrum ultraviolet isolat 10 tersebut menunjukkan adanya beberapa 
absorbansi maksimum yaitu pada panjang gelombang 318 nm, 308 nm, dan 284 nm. Pada 
panjang gelombang maksimum  284  nm terjadi transisi elektronik π→π* yang menunjukan 
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adanya kromofor C=O dan C=C. Sementara itu, pada panjang gelombang maksimum 308 dan 
318 nm terjadi transisi elektronik n→σ* dan n→π* yang menunjukkan adanya kromofor C=O. 
Karakterisasi isolat menggunakan spektrometer infra merah 
Hasil analisis spektrometri inframerah terhadap isolat 10 diperoleh spektra pada Gambar 5. 
Berdasarkan spektra infra merah yang ditunjukkan pada Gambar 5. maka data serapan isolat 
10 tersebut dapat dilihat pada Tabel 4. 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gambar 5. Spektra infra merah (pelarut etil asetat) 
 
Tabel 4. Data Spektra Infra Merah Isolat 10 
 
Bilangan gelombang  
(cm-1) 
Bentuk pita Intensitas 
Penempatan 
Gugus Terkait 
3226-3029 Lebar Sedang OH ulur 
2994-2909 
1738 
Tajam 
Tajam 
Sedang 
Kuat 
C-H alifatik ulur 
C=O 
1557-1474 Tajam Lemah Cincin aromatik 
1233 Tajam Kuat C-O-C ulur 
1043 Tajam Sedang C-O-C 
 
Data spektrum infra merah menunjukkan adanya serapan melebar pada daerah 3226-3029 
cm-1 yang diduga sebagai serapan ulur dari gugus -OH. Pita serapan pada bilangan gelombang 
2994-2909 cm-1 dengan bentuk pita tajam dan intensitas lemah merupakan uluran C-H alifatik. 
Serapan tajam dengan intensitas tajam pada bilangan gelombang 1738 cm-1 menunjukkan 
adanya karbonil. Serapan pada bilangan gelombang 1557-1474 cm-1 dengan bentuk pita tajam 
dan intensitas lemah menunjukkan adanya C=C (cincin aromatik). Pada bilangan gelombang 
1233 cm-1 menunjukkan serapan dari gugus C-O. Sementara itu, adanya gugus C-O-C 
ditunjukkan oleh serapan pada bilangan gelombang 1043 cm-1. 
 
Karakterisasi isolat menggunakan Nuclear Magnetic Resonance (NMR) 
Hasil analisis 1H-NMR terhadap isolat menunjukan adanya pergeseran kimia pada pada δH 
3,30-3,80 ppm (glukosa), δH 4,91 ppm (1H, d, J= 10,5 Hz, H-1’’), δH 6,88 ppm (1H, d, J=8,0 Hz, 
H-5’), δH (1H, d, J=9,0 Hz, H-6’) dan δH 7,68 ppm (1H, br). Berdasarkan penelitian Guvenalp and 
Demirezer (2005) pergeseran kimia pada rentang tersebut menunjukan adanya pergeseran 
proton dari senyawa fenolik glikosida berupa kuersetin glikosida. Selain itu, identifikasi geseran 
kimia di daerah aromatik juga cenderung memiliki kemiripan dengan senyawa quercetin 
glikosida. Berdasarkan hasil analisis spektrofotometri Uv-Vis, infra merah, 1H-NMR, serta uji 
metabolit sekunder dapat diprediksi bahwa senyawa sitotoksik yang diperoleh dari fraksi etil 
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asetat daun kratom (Mitragyna speciosa Korth.) merupakan senyawa kuersetin-3-O-β-
glukopiranosida.   
 
SIMPULAN 
Berdasarkan penelitian yang ditelah dilakukan dapat disimpulkan bahwa senyawa sitotoksik 
yang diperoleh dari fraksi etil asetat tergolong dalam sitotoksik moderat terhadap sel kanker 
payudara T47D dengan nilai IC50 161,67 µg/mL. Adapun karakteristik senyawa yang diperoleh 
dari analisis spektroskopi Uv-Vis, infra merah dan 1H-NMR diprediksi senyawa sitotoksik yang 
diperoleh merupakan golongan fenolik berupa kuersetin-3-O-β-glukopiranosida. 
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